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(57) Abstract 

The method for producing microparticles is characterized in that it comprises the following steps: preparation of an emul- 
sion of a solution of a substance or a mixture of substances in a dispersing liquid wherein said substance or said mixture are sub- 
stantially insoluble; incorporating to said dispersed phase a chemical agent substantially insoluble in the dispersing liquid so as 
to cause within the dispersed phase a chemical or physicochemical reaction responsible for the formation of microparticules 
which are then isolated. 



(57)Abrege 

L'invention concerne un procede de fabrication de microparticules. Ce precede est caracterise en ce que l'on prepare tout 
d'abord une emulsion d'une solution d'unc substance ou d'un melange de substances dans un liquide dispersant dans lequel la- 
dite substance ou ledit melange sont essentiellement insolubles, puis on incorpore a la phase dispersee un agent chimique, essen- 
tiellement insoluble dans le liquide dispersant de facon a provoquer au sein de la phase dispersee une reaction chimique ou physi- 
cochimique responsable de la formation de microparticules qui sont ensuite isolees. 
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Proc6de de fabrication de microparticules en Emulsion par modific ation de la com- 
position chimique de la phase dispersee apres emulsification 

La pr6sente invention conceme essentiellement un procede de fabrica- 
5 tion de microparticules en emulsion par modification de la composition chimique 
de la phase dispersee apres emulsification. Avantageusement, cette fabrication de 
microparticules est obtenue par reaction chimique ou physicochimique au sein de 
la phase dispersee d'une emulsion d'unc substance ou d'un melange de substances, 
par modification de la composition chimique de la phase dispersee apres emulsifi- 

10 cation par incorporation d'un agent chimique essentiellement insoluble dans le 
liquide dispersant, pour provoquer ladite reaction. 

II est connu de former des microparticules par reaction chimique, par 
exempie, par les documents FR-A-2 444 497 Mars, FR-A-2 527 438 CNRS, ou 
encore 89 01221 BIOEITCA qui decrivent la preparation de microcapsules par 

15 reticulation interfaciale d'une solution aqueuse de proteine ou d'un melange de 
proteine et de polysaccharide au sein d'une phase hydrophobe a l'aide d'un agent 
bifonctionnel tel que les dichlorures d ! acides. 

II est egalement connu de fabriquer des microparticules par modifica- 
tions physicochimiques a partir de solutions de polymeres mais il s'agit de 

20 precedes de coacervation dits de coacervation simple ou de coacervation complexe 
(document EP 0 273 823 Al MERO ROUSSELOT SAHA, par exempie), selon 
que Ton fait intervenir respectivement un ou deux types de polymeres. Dans ce 
document, la reaction de coacervation a lieu dans la phase dispersante conduisant 
ainsi a la formation d'une membrane qui se depose sur les gouttelettes du liquide 

25 hydrophobe disperse ou sur les particules du solide disperse. Le procedfi decrit 
dans ce document est, par aillcurs, limite a l'encapsulation d'un liquide hydrophobe 
ou d'un solide, l'encapsulation d'une phase aqueuse n'etant pas possible. 

Le document US-A-4 217 370 RAWLINGS decrit un procede de 
piegeage de microgouttelettes lipidiques dispersees dans une phase dispersante a 

30 base de substance proteique qui est precipitee par une modification de pH. Ainsi, 
ce procede consiste a emprisonner des gouttelettes dans une matrice rigidifiee par 
precipitation de la phase dispersante. 

Le document US-A-4 187 194 WELLMAN decrit un procede 
^encapsulation par evaporation de solvant. 
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Lc document US-A-4497 593 SIMKIN est relatif a un procede clas- 
siquc de reticulation intcrfaciale selon lequel aucune modification chimique n'est 
realisee au sein de la phase disperses 

La presente invention pennet de fabriquer dcs microparticules par une 
5 methode difterente des m&hodes classiques de reticulation interfaciale ou de 
coacervation simple et complexe. 

La presente invention a pour but de realiser la fabrication de micro- 
particules, en paiticulicr dc microcapsules, par un procede de fabrication extreme- 
ment simple, peu couteux, presentant une bonne reproductible, done une bonne 
10 fiabilit6, permettant de r€gler la dimension des particules obtenues dans un large 
domaine de valeuis et surtout donnant la possibility d'eviter l'utilisation d ! agents 
reticulars bifonctionnels dont la presence r&iduelle ou les produits de reaction 
sont susceptibles de compromettre la biocompatibilit£ des microparticules ou 
microcapsules ainsi formces, en le rendant ainsi tres competitif a l'echelle indus- 
15 trielte et de preference adapte pour un usage cosmetique ou pharmaceutique ou 
encore alimentaire. L'invention a pour but de modifier la composition chimique ou 
physicochimique de la phase dispersee pour fabriquer des microparticules, en 
particulier des microcapsules. 

La presente invention pennet de r&oudre simultanement ces 

20 exigences. 

Ainsi, la presente invention fournit un procede de fabrication de 
microparticules, en particulier de microcapsules, caracterise en cc que Ton prepare 
tout d'abord une solution essentiellement homogene d ! une substance ou d'un 
melange de substances dans un solvant, que Ton realise une emulsion de la solution 

25 dans un iiquide dispersant formant une phase continue dans lequel ladite substance 
ou ledit melange sont essentiellement insolubles, et formant une phase dispers6e 
puis on declenche une reaction chimique ou physicochimique dans la phase 
dispers6e par modification de la composition chimique in situ de ladite substance 
ou dudit melange dans la phase dispersee, en ajoutant un agent essentiellement non 

30 soluble ou non miscible dans ou a la phase continue, dans les conditions d'addition, 
en provoquant ainsi une modification de Tetat physicochimique resultant en une 
insolubilisation de la substance ou du melange de substances et en I'individualisa- 
tion desdites microparticules qui sont ensuite recuperees. 

L'objet de la presente invention repose essentiellement sur la possibi- 

35 lite parfaitement nouvelle pour l'homme de Tart d'etre capable de modifier la 
composition chimique de la phase dispersee d'une emulsion apres que la dispersion 
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ait 6te realis6e et ccci par rinteim6diaire d ! agents non solubles ou non miscibles 
dans ou a la phase continue. 

Selon une variante de realisation avantageuse, l'agent essentiellement 
non soluble ou non miscible dans ou a la phase continue, dans les conditions 
5 d'addition, que Ton souhaite incorporer a la phase dispersee est prfisent a 1'etat 
dissous dans un solvant miscible au solvant de la phase dispeis£e et pr&entant une 
affinite pour le liquide dispeisant de la phase continue inferieure a l'affinite vis-a- 
vis de la phase dispersee. 

Selon une application particulicre, cctte operation pcnnct, de fagon 
10 tout a fait inattendue, de faire diffuser l'agcnt permcttant le declenchement de la 
reaction a travers une phase hydrophobe jusque dans les gouttelettes d'une solution 
aqueuse dispersee, alors qu*une solution aqueuse du mime agent est parfaitement 
inefficace. 

Comme substance ou melange de substances utilisees pour la-r6alisa- 
15 tion'de la solution, on choisit de preference des proteines, des polysaccharides ou 
des acides nucleiques, des melanges de proteines, des melanges de polysaccharides 
ou des melanges de proteines et de polysaccharides, eventuellement avec des 
acides nucleiques. 

Comme prolines, on peut citer les proteines purifi6es suivantes : 
20 alpha-Iactalbumine, beta-lactoglobuline, cas6ines, ovalbumine, albumines ani- 
mates, globulines sanguines, h6mogtobine, fibrinogene, collagene, atelocoilagene, 
gelatine, kcratine, albumines veg6tales, globulines vegetales, glutenines, gliadine ; 
les extraits proteiques issus du lait, de la soic, des cercales, des legumineuses, des 
algues, du poisson. 

25 Comme polysaccharides, on peut citer l'agar, Tagarose, Tagaropectine, 

les carraghenanes, les alginates, les pectines, Tamylose, Tamylopectine, l'amidon, 
les amidons modifies, les galactomannanes (guar, caroube), le glucomannane, le 
konjac, les celluloses modifices, l'inulinc, le xanthane, le dextrane, le curdlane, la 
gellane, le chitosan, les chondroitines sulfates, l'acide hyaluroniquc, lc dermatane 

30 sulfate, 1'heparane sulfate, I'heparine, le keratane sulfate. 

Comme acides nucleiques, on envisage l'acide ribonucleique et l'acide 
desoxyribonucleique. 

Comme reaction chimique, on envisage la formation de liaisons cova- 
lcntcs en particulicr des esterifications et des amidations ou la formation de 

35 liaisons ioniques entre les groupemcnts ionisables d'une substance ou d'un melange 
de substances. 
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Coramc reaction physicochimique, on cntcnd csscnticllemcnt des 
reactions tellcs que des reactions de coacervation, de precipitation ou de desolva- 
tation. 

Selon une autre variante de realisation avantageuse du procede, celui- 

5 ci est caractcrisc en ce que l'agent essentiellement non soluble ou non miscible 
precite dans ou a la phase continue conduit a une separation de phase au sein de la 
solution initialement homogene de la phase dispersee, ou a une gelification de 
ladite solution de la phase dispersee ou a une perte de solubilite de la phase dis- 
persee par condensation ou par polymerisation. 

10 Selon une autre variante de realisation avantageuse du procede, l'agent 

essentiellement non soluble ou non miscible precite dans ou & la phase continue, 
dans les conditions d'addition, est un non solvant pour la substance ou le melange 
de substances solubilisee(s) dans le solvant de la phase dispersee, ou ledit agent 
conduit a une modification de pH, ou ledit agent comprend au moins un electro- 

15 lytdj ou ledit agent comprend au moins une molecule susceptible de reagir avec la 
ou les substances dissoutes dans la phase dispersee de l'emulsion. 

Selon encore une autre variante de realisation avantageuse, le non 
solvant precite pour la substance ou le melange de substances solubilisee(s) dans le 
solvant de la phase dispersee, et essentiellement non miscible a la phase continue 

20 dans les conditions d'addition, provoque une insolubilisation de la phase dispersee, 
en particulier une gelification ou une coagulation. 

Selon encore une autre variante de realisation particuliere, le non 
solvant precite est choisi parmi un alcool, en particulier un alcool inferieur en C^- 
Cg, de preference Taicool ethylique, ou une cetone, en particulier une cetone infe- 

25 rieure en C2-C6, de preference i'acetone. 

Selon un premier mode de realisation avantageux, on r6alise les 6tapes 
sucessives suivantes : 

a) on prepare une solution aqucuse d'une substance choisie parmi les 
acides nucleiques, une proteine ou un polysaccharide ou les divers melanges de ces 

30 substances ; 

b) on prevoit un liquide hydrophobe dans icquel la substance ou les 
substances precitces sont essentiellement insolubles ; 

c) on melange le liquide hydrophobe et la phase aqueuse pour former 
une emulsion dans laquelle la solution aqueuse est la phase dispersde et le liquide 

35 hydrophobe est la phase continue ; 
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d) on ajoutc a l'emulsion lc non solvant dc la substance solubiliscc 
dans la phase dispersee, dans des proportions telles que lcdit non solvant soit 
essentiellement non miscible a la phase continue en formant ainsi des micro- 
particules par gflification ou coagulation ; 
5 e) on recueille par des moyens de separation physique, par exemple par 

filtration, centrifugation ou d6cantation, les microparticules formdes par ladite 
gelification ou ladite coagulation ; 

f) de preference, on renforcc la cohesion des microparticules par une 

reticulation. 

IQ Selon un deuxicme mode de realisation avantageux, on realise tout 

d'abord une emulsion d'une solution aqueuse d'une substance ou d ! un melange de 
substances susceptibles de subir par reaction chimique ou physicochimique une 
variation d'etat physicochimique traduite par une insolubilisation provoquee par 
une modification de pH, a un pH auquel l'etat physicochimique de ladite substance 
15 ou dudit melange de substances est celui d ! une solution de viscosit6 appropride a la 
realisation d'une emulsion ; puis, on fait varier le pH, en ajoutant l'agent non 
soluble ou non miscible precite, comprenant une substance modifiant le pH 
dissoute dans un solvant organique miscible a la phase aqueuse, pour declencher la 
reaction chimique ou physicochimique et amener la substance ou le melange de 
20 substances dans un etat physicochimique correspondant a une insolubilisation de la 
substance ou du melange et qui conduit a la formation de microparticules 
physiquement individualisees. 

Comme substance modifiant ie pH, on utilise en general un acide, une 
base, ou un tampon en fonction de la valeur de pH souhaitee. 
25 Selon une caracteristique avantageuse des precedes selon Tinvention, 

la substance utilisee si Ton souhaite alcaliniser la phase dispersee de l'emulsion est 
une solution de soude ou de potasse dans un alcooi tel que le methanol ou 
I'ethanol, utilises purs ou renfermant 5 a 10 % (p/v) d'eau, ou encore un polyol, tel 
que le glycerol ou un polyethylenegiycol. Selon une caracteristique prff6r£e, la 
30 solution contient entre 0,5 et 10 % de soude dans I'ethanol 95 % (p/v). 

Selon une autre caracteristique avantageuse des procedes selon 
I'invention, la substance utilisee si Ton souhaite acidifier la phase dispersee de 
I'&nulsion est une solution d'un acide monocarboxylique ou polycarboxyliquc, 
porteur ou non de fonctions alcooi, comme Tacide acetique, Tacidc citrique, Tacide 
35 laetique, Tacide tartrique, Tacide succinique, Tacidc malique, ou d'un acide mineral 
comme l'acidc chlorhydrique, dans un alcooi tel que le m6thanol ou i ! €tbanol, purs 
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ou renfermant 5 & 10 % d'eau, ou encore dans un polyol, tel que le glycerol ou un 
polytthyleneglycol. Selon une caracteristique preferee, la solution acide est cons- 
titute d'&hanol h 95 % contenant entre 1 et 10 % (v/v) d'acide acetique. 

Selon un autre aspect, la reaction provoquee in situ par le changement 
5 de pH dans les gouttelettes de la phase dispersee est une reaction physicochimique 
de coacervation. 

Dans cc cas, le procedc de fabrication dcs microparticules est avan- 
tageusement le suivant ; 

a) on prepare une solution aqueuse d'une substance choisie parmi les 
10 acides nucleiques, un polysaccharide ou une prottine ou les divers melanges de ces 

substances, le pH ttant choisi de fa?on que la substance ou le melange de 
substances forme une solution essentiellement homogene, de viscosite compatible 
avec la realisation d'une emulsion ; 

b) on prevoit un iiquide hydrophobe dans iequel la substance ou les 
15 . substances precitees sont essentiellement insolubles ; 

c) on melange le Iiquide hydrophobe et la phase aqueuse pour former 
une emulsion ; 

d) on ajoute a l'emulsion soit une solution d ! une substance alcaline 
dans un Iiquide organique miscible k la phase aqueuse si Ton souhaite alcaliniser la 

20 phase aqueuse ou une solution d'une substance acide dans un Iiquide organique 
miscible a la phase aqueuse si Ton souhaite acidifier la phase aqueuse ; 

e) apres une .periode de temps predeterminee necessaire pour realiser la 
coacervation de la ou des substances initialement solubilisces, on recueille les 
microparticules formees par centrifiigation ou par filtration ; 

25 f) de preference, on rcnforce la cohesion des microparticules par une 

reticulation. La reticulation est preferee dans la majorite des cas. 

Parmi les agents -classiques pour l'homme de Tart- de reticulation des 
composts polyamints, polycarboxylts ou polyhydroxyles ou presentant un 
melange de ces types de groupements, on citera a titre d'exemple un certain 

30 nombre de reactifs qui peuvent etre regroupes en deux types. 

Le premier type est constitue des agents bifonctionnels qui fonnent un 
pontage entre les groupements reactifs de la ou des substances constitutivcs des 
microparticules et subsistent dans le produit de reaction. Le formaldehyde, le 
glutaraldehyde, et les di-aldehydes en general, les dichlorures decides, les di- 

35 anhydrides d'acides, les di-isocyanates, les di-imidoesters, les bis-chloro- 
formiafes, les succinimides font partie de ce type de rtactifs. 
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Le second type de reactifs concemc les agents qui ne ferment pas de 
pontage mais qui activent les groupements carboxyliqucs en particulier, de fagon 
qu'ils puissent former des liaisons amides avec les groupements amin6s ou des 
liaisons esters avec les fonctions alcools de la substance ou du melange de 
5 substances mis en oeuvre pour la fabrication des microparticules. Les methodes 
aux azides telles que ddcrites dans les documents EP-A-0301977 BIOETICA et 
WO 90/12055 BIOETICA ou utilisant des carbodiimides, par exemple, sont 
representatives de ce type de methodes. 

Dans le cas ou Ton souhaite preparer des microparticules de parfaite 

10 biocompatibilite, cc qui est absolument indispensable pour une utilisation phanna- 
ceutique, on preferera particuliennent l'utilisation des methodes du second type 
qui, pennettant la formation de liaisons amides ou esters directement entre les 
groupements carboxyliques d'une part ct amines ou alcools d'autre part de la ou des 
substances constitutives des microparticules, conduisent a l'obtention tout a fait 

15 rerharquable de microparticules constitutes uniquement de la ou des substances 
mises en oeuvre pour la realisation de i'emulsion, a Texclusion de tout agent de 
reticulation. 

Selon une variante particuiifcre, la proline utilisee est du collagene, en 
effet cette proteine est essentiellement soluble a pH inferieur a 4 et precipite a des 

20 pH superieurs a cette valeur. On fabrique done une solution de collagene a un pH 
voisin de 3,5. On realise une emulsion par dispersion de la solution de collagene 
dans un liquide hydrophobe. On alcalinise les gouttelettes de la solution de colla- 
gene par addition a I'emulsion d'une solution alcoolique alcaline ce qui provoque 
une pr6cipitation du collagene et ainsi une individualisation de microparticules de 

25 collagene que Ton peut r6cup£rer par centrifiigation ou par filtration et auquel on 
peut ensuite faire subir une reticulation selon les methodes precitees. 

Selon une caracteristique avantageuse de l'invention, la concentration 
de la solution de collagene est comprise entre 0,1 ct 2 %, de preference voisine de 
0,5 % (p/v). 

30 Selon une seconde variante particuliere la proteine utilisee est un 

derivfi de collagene, de preference Tatelocollagene. 

Selon une caractfiristique avantageuse de Tinvention, la concentration 
de la solution d'atelocollagene est comprise entre 0,3 et 4 % (p/v). 

Selon une troisieme variante particuliere, le polysaccharide utilise est 
35 un glycosaminoglycanne bien connu a Thomme de Tart. Les glycosamino- 
glycanncs sont en particulier decrits dans le document anterieur du deposant 
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EP-A-03 18154. Le polysaccharide utilis6 peut Sgalement etre lc chitosan. Le 
chitosan est un polymere polyioniquc qui n'est soluble en phase aqueuse qu'a des 
pH inferieurs h 5. Lorsque le pH d'une solution de chitosan est amend a un pH 
proche de la neutrality le polymere precipite en formant des fibrilles parfaitemcnt 

5 insolubles dans l'eau. On peut tircr profit de cette proprietc pour la realisation de 
microcapsules selon l'invention. On prepare une solution de chitosan a pH acide, 
on realise une emulsion dans un liquide hydrophobe, on modifie le pH de la phase 
dispersee par ajout, a l'emulsion, d'une base en solution alcoolique. La 
precipitation in situ permet la formation de microparticules facilement 

10 recuperables que Ton peut rdticuler ulterieurement de fa$on cbimique si necessaire. 

Selon une caract6ristique avantageuse de Tinvention, on prefere un 
chitosan hautement desac6tyl6 et de tr&s haut poids moleculaire, de preference 
superieur a 300 000 daltons. Par "hautement desacetyle" on entend de preference 
un taux d'acetylation residuel inferieur a environ 5 %, mieux 3,5%. De tels 

15 chit&ans hautement desacetyles sont disponibles dans le commerce. 

Selon une caracteristique avantageuse de Tinvention, la concentration 
de la solution de chitosan est comprise entre 0,2 et 10 %, de preference voisine de 
l%(p/v). 

Selon un second aspect de formation de spheres par variation du pH de 
20 la phase dispersee d'une emulsion, la formation de microcapsules est rfcalisSe par 
dtelenchement, une fois que l^mulsion est realis6e, d'une reaction chimique entre 
les groupements reactionnels d'une substance ou de substances melangees. 

La reaction chimique peut etre, par exemple, une reaction de trans- 
acylation qui se produit a pH alcalin entre un polysaccharide porteur de groupe- 
25 ments carboxyliques esterifies, et soit une substance polyaminee comme par 
exemple une proteine, soit une substance polyhydroxylee comme par exemple un 
polysaccharide. 

Dans cc cas, lc procede de fabrication des microparticules est avan- 
tageusement le suivant : 
30 a) on prepare une solution aqueuse neutre done non reactive 

renfermant d ! une part un polysaccharide porteur de groupements carboxyliques 
esterifies, et d'autrc part soit une substance polyaminee comme par exemple une 
proteine, soit une substance polyhydroxylee comme par exemple un poly- 
saccharide ; 
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Scion unc variantc de realisation, lc polysaccharide est de la gorame 
gellane, qui est un polysaccharide polyanionique de tres haut poids moleculaire (au 
moins 500 000 daltons) fabrique par des microorganismes. Solubilisd dans l'eau, le 
gellane donne une solution de viscositd faible avee laquelle il est possible de rea- 

5 User unc emulsion par dispersion dans une phase hydrophobe. Lorsqu'une telle 
emulsion est chauff6e a une temperature superieure a 75 # C et que des cations sont 
ajoutes par un proc6d6 selon rinvention, les gouttelettes de la phase dispersed 
subissent une gelification. Apres retour a la temp6rature ambiante, il est possible 
de recuperer les spheres ainsi formees et de les rdticuler ulteneurement de facpn 

10 chimique si necessaire. 

Selon une caracteristique avantageuse du procede selon l'invention, la 
concentration de la solution de gellane est comprise entre 0,1 et 5 % et encore 
mieux voisine de 0,6 % (p/v). 

Selon une autre caracteristique du procede de fabrication, on realise 

15 une solution ethanolique contenant des ions calcium ou magnesium ou sodium ou 
potassium de facon a amcner la solution a une concentration en ions comprise 
entre 1 et 400 mM, de preference plutot comprise entre 5 et 10 mM, pour les ions 
calcium et magnesium et de preference comprise entre 150 et 250 mM pour les 
ions sodium et potassium. 

20 Selon une autre variante de realisation, le polysaccharide utilise est un 

carraghenane kappa ou un carraghenane iota qui gelifie respectivement en presence 

d'ions potassium ou calcium. 

Selon une caracteristique avantageuse du precede" selon l'invention, on 

dissout le carraghenane a froid, a pH neutre ou alcalin dans des concentrations 
25 comprises entre 0,1 et 5 % (p/v), de preference voisines de 1,5 %. On eleve la 

temperature autour de 80*C, puis on realise une emulsion par dispersion dans un 

liquide hydrophobe. On provoque alors la gelification des gouttelettes par addition 

d'une solution alcoolique contenant des ions potassium ou calcium selon que la 

solution aqueuse contient du carraghenane kappa ou iota. 
30 Selon une troisieme variante de realisation, le polysaccharide utilise est 

une pectine faiblement m6thylee qui forme des solutions gdifiables en presence 

d'ions calcium. 

Selon une caracteristique avantageuse, on realise une solution de 
pectine de concentration comprise entre 0,1 et 10 %, de preference de l'ordre de 1 a 
35 2% (p/v), a froid, a pH neutre. On realise une emulsion par dispersion dans un 
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liquide hydrophobe. Puis on rajoute, scion invention, dcs ions calcium sous forme 
d'une solution alcoolique de chiorure de calcium. 

Selon une derniere variante de realisation, on realise le meme type de 
procede a partir d'une solution contenant de 1 a 5 % (p/v) d'alginate de sodium. 
5 Enfin, selon encore un autre aspect, la presente invention conceme 

encore une composition telle qu'une composition cosm&ique ou une composition 
phar-maceutique, ou une composition alimentaire, caractSrisee en ce qu'elle 
comprend des microparticules, en particulier des microcapsules, obtenues par le 
procede precitc. 

10 D'autres buts, caracteristiques et avantages de Tinvention apparaitront 

clairement a la lumiere de la description explicative qui va suivre, faite en 
reference a plusieurs exemples de realisation de I'invention donnes simplement a 
titre d'illustration et qui ne sauraient done en aucune iaqou limiter la portee de 
Tinvention. Dans les exemples, les pourcentages sont donnes en poids sauf indica- 

15 tioncontraire. 

ffrremple 1 de Tinvention 

Fabrication de microparticules d'atelocollagene 

20 a) Preparation de la phase aqueuse 

On prepare une solution d'atelocollagene bovin a 2 % (p/v) dont le pH 
est ajuste a 4. 

b) Emulsification 

25 On fimulsionne 40 ml de cette phase aqueuse dans 250 ml de cocoate 

d'6thyle-2-hexyle contenant 2 % v/v de Span 85® comme phase dispersante, par 
agitation mScanique pendant quelques minutes. 

c) AMinjsation 

30 On ajoute deux fois 10 ml de soude a 2 % (p/v) dans de Tethanol h 

95 % a 10 min d'intervalle. On laisse la reaction se derouler pendant 10 min aprfes 
chaque ajout. 



35 



d) Ravages 

Les microparticules sous forme de spheres sont recueillies par centri- 
fugation, puis lavees dans plusieurs bains d'ethanol a 95 %. 
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e) Reticulation 

Les spheres sont reticulees par incubation pendant 24 h & 4 # C dans un 
bain de dim6thylfonnamide contenant 0,5 % (v/v) de diph^nylphosphorylazide, 
puis pendant 4 h a temperature ambiante dans du tampon borate pH 8,9 (t&ra- 
5 borate de sodium 0,04 M, acide borique (0,04 M). 

Apres lavages a i'eau, les microparticules ainsi obtenues peuvent etre 
lyophilis6es. 

Eyemole 2 de rinvention 
10 Fabrication de microparticules de chitosan 



is 



20 



a) Preparation de la phase aqueuse 

On prepare une solution a 1 % (p/v) de chitosan HPM hautement 
desacetyle (Aber Technologies) dans de I'acide acetiquc a 1,25 %, pH 4. 

h) Fmulsification 

On realise une emulsion par dispersion de 50 ml de cette solution dans 
250 ml de myristate d'isopropyle contenant 2 % (v/v) de Span 85®. L'emulsion est 
maintenue sous agitation m6canique pendant 10 min. 

c) AicaHnisation 

On ajoute 16 ml de soude k 2% p/v dans l'ethanol a 95 % et on 
poursuit Tagitation pendant 15 min. 



25 d) Lavag es 

Les microparticules sont recuperees par centrifugation et lav6es dans 
plusieurs bains Methanol, puis d'eau. 

e) Reticulation 

30 Les microparticules peuvent etre reticulees selon I'exemple 1. 

Rypm ple 3 selon l'invention 

Fabrication de microparticules de diametre moyen 150 ^m a partir de serum- 
albumine humaine (HSA) et d'alginatc de propyleneglycol (PGA). 



35 
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a) Preparation de la phase aqueusc 

On prepare, par agitation magn&ique de 10 rain a temperature 
ambiante, une solution dans l'eau distillde renfennant 20 % d'HSA (Centre de 
Transfusion Sanguine, Strasbourg) et 1 % d'un PGA presentant un taux d'este- 
5 rification compris entre 80 et 85 % (Kelcoloid S®, KELCO International). 

h) Emulsification 

On emulsionne 6 ml de cette phase aqueuse utilisee comme phase 
dispersee dans 40 ml de myristate d'isopropyle contenant 2 % v/v de Span 85® 
10 comme phase dispersante, par agitation mecanique de 5 min a 2 000 tr/min. 

c) Alcalinisation 

On ajoute h l'emulsion en agitation 2 ml d f une solution de soude k 2 % 
p/v dans l f 6thanol h 95 % et on laisse la reaction de transacylation se developper 
15 pendfant 15 min, ce qui produit des microparticules. 

d) Acidification 

On ajoute au milieu r£actionnel en agitation 2 ml d*une solution a 
7,6 % v/v d'acide ac£tique dans i'&hanol h 95 %. L'agitation est encore maintenue 
20 pendant 15 min de maniere a permettre la neutralisation des microparticules for- 
mees. 

e) Lavages 

Les microparticules sont separees par centrifugation, puis lavees par 
25 remises en suspension dans de Tethanol a 95 % renfermant 2 % de Tween 20®, 
puis dans Tethanol a 95 %, puis dans Teau distiliee. 

Les microparticules peuvent etre ensuite congelees et lyophilisees. 
On obtient des spheres transparentes de faille moyenne 150 fan. Apres 
lyophilisation, la rchydratation de la poudrc obtcnue montre que les micro- 
30 particules sont intactes et rcprennent Icur forme sphcriquc. 

Essais de stabilitc dans divers milieux contenant ou non des proteases 

Dans des tubes a essais, des prises d'essai de 25 mg de microparticules 
lyophilisees sont rchydratces par addition de 1 ml d'eau distiliee, puis additionnees 
35 dc-7,5 ml de diffcrents milieux : 
- de Tcau distiliee 
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- une solution de pH acidc (1,2) additionnde ou non de pepsine (milieu 
gastrique artificiel, USP XXI) 

- unc solution dc pH legerement alcalin (7,5), additionnte ou non de 
tiypsine (0,25 % p/v). 

5 Les tubes sont incubes a 3TC. La stabilite des microparticules est 

etudiee par examen microscopique. Le temps de lyse est le temps au bout duquel 
toutes les microparticules ont dispam du milieu. 

Resultats 

10 Les microparticules prfparees selon cet exemple sont stables plus de 

3 j dans l'eau distillee comme dans les solutions de pH 1,2 ou de pH 7,5. Elies sont 
degradees par les proteases : en 15 min par la pepsine, en 25 min par la tiypsine. 

Kyemple 4 de l'invention 
15 Fabrication de microparticules a partir de gelatine et de PGA. 

Preparation de la phase aqueuse 

On prepare, a la temperature de 40*Q 8 ml d'une solution aqueuse de 
gelatine type B, bloom 150, a la concentration de 10%, et de PGA a la 
20 concentration dc 1 %. 

Emulsification 

Dans un recipient thermostatc a 40*C, 6 ml de cette phase aqueuse sont 
emulsionnes dans 40 ml de myristate d'isopropyle contcnant 2 % de Span 85 ct 
25 pr^chauffes a la temperature dc 40*C (vitcsse ^agitation : 2 000 tr/min). 

L'alcalinisation 

La neutralisation et les lavages sont ensuite effcctues comme decrit 
dans Texemple 3. Les microparticules apparaissent comme des spheres dc diamctrc 
30 moyen 1 mm. Apres lyophilisation, elles donnent une poudre blanche qui se 
rehydrate facilement. 



35 



Exemple 5 de Tinvention 

Fabrication de microparticules a partir d'atelocollagene et chondroltine sulfate et 
d&PGA. 
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ftf paptirm de la phase aoueuse 

Une solution a 1,6 % d'atelocollagenc ct 0,6 % de chondroitine sulfate 
dans un tampon phosphate pH 7,4 est additionnee de PGA a la concentration de 
0,7 %. Le protocole decrit a l'exemple3 est ensuite applique a cette solution 
5 aqueuse. 

On obtient des microparticules de diametre moyen 600 fan* 
Fxemole 6 de l'invention 

Fabrication de microparticules a partir d f un concentre de proteines du lactoserura et 
10 dePGA. 

Preparation de la phase aqueuse 

Dans 16 ml d'eau distillee, on dissout 160 mg de PGA, et 3,2 g de 
concentre de proteines du lactoserum (Prosobel S65E®, Bel Industries). 
15 Le protocole decrit a l'exemple3 est ensuite reproduit en utilisant 

comme phase aqueuse 12 ml de la solution precedente et en doublant tous les 
volumes des differents reactifs. 

On obtient des microparticules spheriques a contenu granuleux, de 
diametre moyen 500 [*m f qui sont intactes apres lyophilisation. 

20 

Exemole 7 de Tinvention 

Fabrication de microparticules a partir d'ovalbumine et de pectine. 

Preparation de la phase aqueuse 
25 Dans 8 ml d f eau distillee, on dissout 240 mg de pectine de pomme 

(FLUKA, esterification : 70 a 75 %), et 800 mg d ! ovalbumine. 

Puis le protocole decrit dans Texemple 3 est applique, en utilisant 6 ml 

dc la solution precedente, en rcmplagant Ic myristate d f isopropyie par de Thuile de 

paraffine fluide, et en doublant les volumes des solutions alcaline et acidc. 
30 On obtient des microparticules de taille moyenne 200 /an, a contenu 

granuleux. 

Exemple 8 de Tinvention 

Fabrication de microparticules a partir de carboxymethylccllulose 
35 (CMQctdePGA. 
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Preparation de la phase aqueuse : dans 8 ml d'eau distilI6e, on dissout 
80 mg de CMC (CMC 7 LF, degre de substitution : 0,7, HERCULES) et 320 rag de 
PGA, par agitation magn&ique de 15 min h 40*C. 

Puis le protocole d6crit dans Texemple 3 est applique, en utilisant 6 ml 
5 de la solution pr£c£dente. 

On obtient des microparticules granuleuses de taille moyenne 1,8 mm. 

Exemple 9 de l'mvention 

Fabrication de microparticules d'at£locollagene. 

10 

a) Preparation de la phase aqueuse 

On prepare une solution d'at&ocollagene bovin h 2 % (p/v) dont le pH 
est ajuste a 3,7 comme il est bien connu a Thomme de Tart notamment a partir de 
documents precedents du deposant tel que EP-A-03 18154 auquel l'homme de Tart 

if 

15 pourra se reporter. 

b) Emulsification 

On emulsionne 50 ml de cette phase dans 200 ml de cocoate d'dthyle- 
2-hexyIe comme phase dispersante, par agitation mecanique pendant quelques 
20 minutes. 

c\ Addition du non-solvant 

On ajoute 400 ml d'alcool 6thylique a 95* sans arreter i'agitation. On 
stoppe I'agitation au bout de quelques secondes ce qui provoque la precipitation de 
25 microparticules. 

d) Lavag e 

Les microparticules obtenues sont recueillies par filtration , puis lavees 
dans plusieuis bains d'ethanol a 95*. 

30 

e) Reticulation 

Les microparticules sont de preference r&iculees par incubation 
pendant 24 h a 4 # C dans un bain de dimethylformamide contenant 0^ % (v/v) de 
diphenylphosphorylazide, puis pendant 4h a temperature ambiantc dans du 
35 tampon borate pH 8,9. 
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Apres lavage a l'eau, les raicroparticules ainsi obtcnues peuvcnt etre 
lyophilisees. 

Eyemnle 10 de Invention 
5 Fabrication de microparticules d'atelocollagene. 

Dans cet excmplc, on procede comme decrit a I'exemple 9 si ce n'est 
que Ton reraplace l'alcool ethylique par l'acetone comme non solvant pour preci- 
piter les microparticules. 

Apres plusieurs lavages des microparticules dans plusieuis bains 
10 d'acetone, on peut realiser la reticulation comme decrit a I'exemple 9. 

Apres lavage a Teau, les microparticules peuvent aussi etre 
lyophilisees. 

L'invention comprend tous les moyens constituant des equivalents 
techniques des moyens decrits ainsi que leurs diverses combinaisons. En outre, 
15 l'invention comprend toute caract6ristique qui apparait etre nouvelle vis-a-vis 
d'un etat de la technique quelconque, a partir de la description prise dans son 
ensemble et incluant done les revendications. 
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REVENDICATIONS 



1. Procede de fabrication de microparticules, en paiticulier de micro- 
capsules, caracterise en ce que Ton prepare tout d ! abord une solution essentielle- 

5 ment homogfcne d'une substance ou d'un melange de substances dans un solvant, 
que Ton realise une emulsion de la solution dans un liquide dispersant formant une 
phase continue dans lequel ladite substance ou ledit melange sont essentiellement 
insolubles, et formant une phase dispersee puis on declenche une reaction 
chimique ou physicochimique dans la phase dispersee par modification de la 

10 composition chimique in situ de ladite substance ou dudit melange dans la phase 
dispersee, en ajoutant un agent essentiellement non soluble ou non miscible dans 
ou a la phase continue, dans les conditions d f addition, en provoquant ainsi une 
modification de l'etat physicochimique resultant en une insolubilisation de la 
substance ou du melange de substances ct en i'individualisation desdites 

15 microparticules qui sont ensuite recuperees. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que l'agent essen- 
tiellement non soluble ou non miscible dans ou a la phase continue, dans les con- 
ditions d'addition, que Ton souhaite incorporer a la phase dispersee est present a 
l'etat dissous dans un solvant miscible au solvant de la phase dispersee et 

20 prescntant une affinite pour le liquide dispersant de la phase continue inferieure a 
l'affinite vis-a-vis de la phase dispersee. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce qu'on utilise 
comme substance ou melange de substances precitees une substance choisie parmi 
des acides nucleiques, une proteine, ou un polysaccharide, ou les divers melanges 

25 de ces substances. 

4. Procede selon la revendication 1 a 3, caracterise en ce que comme 
reaction chimique, on realise la formation de liaisons covalentes en particulier des 
esterifications et des amidations ou la formation de liaisons ioniques entre les 
groupements ionisables d'une substance ou d'un melange de substances. 

30 5. Procede selon Tune des revendications 14 3, caracterisfi en ce que 

comme reaction physicochimique, on realise une reaction choisie parmi une 
reaction de coacervation, de precipitation ou de dfisolvatation. 

6. Procede selon Tune des revendications 14 5, caracterise en ce que 
l'agent essentiellement non soluble ou non miscible precite dans ou a la phase con- 

35 tinue conduit a une separation de phase au sein de la solution initialement 
homogene de la phase dispersee, ou a une gelification de ladite solution de la phase 
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dispersee ou a une perte dc solubilite dc la phase dispersee par condensation ou par 
polymerisation. 

7. Procede selon Tune dcs revendications 1 a 3 ou 6, caracterise en ce 
que l'agent essentiellement non soluble ou non miscible precite dans ou a la phase 
5 continue, dans les conditions d'addition, est un non solvant pour la substance ou le 
melange de substances solubilisec(s) dans le solvant de la phase dispersee, ou (edit 
agent conduit a une modification de pH, ou ledit agent comprend au moins un 
electrolyte, ou ledit agent comprend au moins une molecule susceptible de reagir 
avec la ou les substances dissoutes dans la phase dispersee de I'emulsion. 
10 8. Procede selon Tune des revendications 1 a 3 ou 5 a 7, caracterise en 

ce que le non solvant pour la substance ou le melange de substances solubilisee(s) 
dans le solvant de la phase dispersee, et essentiellement non miscible a la phase 
continue dans les conditions d'addition, provoque une insolubilisation de la phase 
dispersee, en particulier une g61ification ou une coagulation. 

if 

15 9. Procede selon Tune des revendications 5 a 8, caracterise en ce que le 

non solvant est choisi parmi un alcool, en particulier un alcool inferieur en Ci-Cg, 
de preference 1'alcool ethylique, ou une cetone, en particulier une cetone inferieure 
en C2~C(j, encore de preference l'acetone. 

10. Procede selon Tune des revendications preccdentes, caracterise en 

20 ce qu ! on realise les etapcs succcssives suivantes : 

a) on prepare une solution aqucuse d'une substance choisie parmi les 
acides nucleiques, une proteine ou un polysaccharide ou les divers melanges de ces 
substances ; 

b) on prevoit un liquide hydrophobe dans lequel la substance ou les 
25 substances precitees sont essentiellement insolubles ; 

c) on melange le liquide hydrophobe et la phase aqueuse pour former 
une Emulsion dans laquelle la solution aqueuse est la phase dispersee et le liquide 
hydrophobe est la phase continue ; 

d) on ajoute a I'emulsion le non solvant de la substance solubilisee 
30 dans la phase dispersee, dans des proportions telles que ledit non solvant soit 

essentiellement non miscible a la phase continue en fonnant ainsi des micro- 
particules par gelification ou coagulation ; 

e) on recueille par des moyens de separation physique, par exemple par 
filtration, centrifugation ou decantation, les microparticules fornixes par ladite 

35 giSlification ou ladite coagulation ; 
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f) de preference, on renforce la cohesion des microparticules par une 
reticulation. 

11. Procede selon Tune des revendications 1 a 3 ou 7, caracterise en ce 
qu'on realise tout d'abord une emulsion d'une solution aqueuse d'une substance ou 

5 d'un melange de substances susceptibles de subir par reaction chimique ou 
physicochimique une variation d'etat physicochimique traduite par une 
insolubilisation provoquee par une modification de pH, a un pH auquel l'etat 
physicochimique de ladite substance ou dudit melange de substances est celui 
d'une solution de viscosite appropriee a la realisation d'une emulsion ; puis on fait 

10 varier le pH, en ajoutant I'agent non soluble ou non miscible precite, comprenant 
une substance modifiant le pH dissoute dans un solvant organique miscible a la 
phase aqueuse, pour declencher la reaction chimique ou physicochimique et 
amener la substance ou le melange de substances dans un etat physicochimique 
conespondant a une insolubilisation de la substance ou du melange et qui conduit 

IS a la formation de microparticules physiquement individualists. 

12. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce qu'on utilise 
comme substance modifiant le pH un acide, une base ou un tampon en fonction de 
la valeur de pH souhaitee. 

13. Procede selon la revendication 11 ou 12, caract6risfi en ce qu'on 
20 realise les etapes successives suivantes : 

a) on prepare une solution aqueuse d'une substance choisie parmi les 
acides nucleiques, un polysaccharide ou une proteine ou les divers melanges de ces 
substances, le pH etant choisi de fagon que la substance ou le' melange de 
substances forme une solution essentiellement homogene de viscosite compatible 

25 avec la realisation d'une emulsion ; 

b) on pr6voit un liquide hydrophobe dans lequel la substance ou les 
substances precitees sont essentiellement insolubles ; 

c) on melange le liquide hydrophobe et la phase aqueuse pour former 
une emulsion ; 

30 d) on ajoute a l'emulsion soit une solution d'une substance alcaline 

dans un liquide organique miscible a la phase aqueuse si Ton souhaite alcaliniser la 
phase aqueuse ou une solution d'une substance acide dans un liquide organique 
miscible a la phase aqueuse si Ton souhaite acidifier la phase aqueuse ; 

e) apres une periode de temps predeterminee necessaire pour realiser la 

35 coacervation de la ou des substances initialement solubilisees, on recueille les 
microparticules formees par centrifugation ou par filtration ; 
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f) de preference, on renforce la cohesion des microparticules par une 

reticulation. 

14. Proced6 selon la revendication 13, caracterise en ce qu'on utilise 
commc agent de reticulation des composes polyamines, polycaxboxyles ou poly- 

5 hydroxyies prficites ou de leur melange, un agent bifonctionnel tel que le formal- 
dehyde, le glutaraldehyde, et les di-ald6hydes, les dichlorures d'acides, Ies di- 
anhydrides d'acides, les di-isocyanates, les di-imidoesters, les bis-chloro- 
formiates, les succinimides ; ou un agent d'activation de groupements 
carboxyliques pour former des liaisons amides avec les groupements amines ou 
10 des liaisons esters avec les fonctions alcools de la substance ou du melange de 
substances, tel qu'un carbodiimide ou un azide. 

15. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'on utilise une proteine de preference choisie parmi le collagene 
ou un derive de collagene, de preference l'atelocollagene ; ou un polysaccharide de 

15 . preference choisi panni un glycosaminoglycanne ou le chitosan. 

16. Procede selon Tune des revendications 1 & 5, caracterise en ce qu'on 
realise une reaction chimique de transacylation qui se produit a pH alcaiin entre un 
polysaccharide porteur de groupements carboxyliques est6rifies et soit une 
substance poiyaminee comme par exemple une proteine, soit une substance poly- 

20 hydroxylee comme par exemple un polysaccharide porteur de groupements 
hydroxyies. 

17. Procede selon la revendication 16, caracterise en ce qu'il com- 

prend : 

a) on prepare une solution aqueusc neutre done non reactive 
25 renfermant d'une part un polysaccharide porteur de groupements carboxyliques 

esterifies, et d'autrc part soit une substance poiyaminee comme par exemple une 
proteine, soit une substance polyhydroxylee comme par exemple un poly- 
saccharide porteur de groupements hydroxyies ; 

b) on prevoit un liquide hydrophobe dans lequel le polysaccharide 
30 esteriGe et la substance poiyaminee ou polyhydroxylee sont essentiellement inso- 

lubles ; 

c) on melange le liquide hydrophobe et la solution aqueuse pour 
former une emulsion ; 

d) on ajoute h remulsion une solution d'une substance alcaline dans un 
35 liquide organique miscible a la phase aqueuse, ce qui permet l'obtention de condi- 
tions physico-chimiques favorables au deroulement de la reaction entre la 
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substance polyamin6c ou la substance polyhydroxytee et le polysaccharide porteur 
des groupements carboxyliques esterifies ; 

e) apres une pcriodc de temps prcdetermince necessaire pour rcaliser 
unc reaction de transacylation, en formant ainsi des microparticules, en paiticulier 
5 des microcapsules, on realise unc neutralisation de ('emulsion, de preference en 
ajoutant a l'cmulsion une solution d'une substance acide dans un liquide organique 
miscible a la phase aqueuse ; ce qui neutralise et stabilise les microparticules, en 
paiticulier les microcapsules formees. 

18. Procede selon la revendication 17, caracterise en ce qu'on forme 
10 une emulsion de la solution aqueuse comme phase dispersee dans le liquide 

hydrophobe formant la phase continue. 

19. Proc&le selon Tune des revendications 1 a 18, caracterise en ce 
qu'on utilise comme substance un polysaccharide capable de s'associer specifique- 
ment avec un ion ou un polyion pour former un gel, de preference choisi panni le 

15 carraghenane kappa et iota, une pectine faiblement methylce, un alginate et la 
gomme gellane ayant de preference un haut poids moleculaire d'au m'oins 
500 000 daltons. 

20. Procede selon la revendication 19, caracterise en ce qu'on utilise du 
gellane a une concentration en solution aqueuse comprise entre 0,1 et 5 % et 

20 encore mieux voisine de 0,6 % (p/v). 

21. Procede selon la revendication 19 ou 20, caracteris6 en ce qu f on 
realise une solution ethanolique contenant des ions calcium ou magndsium ou 
sodium ou potassium de fagon a amener la solution a une concentration en ions 
comprise entre 1 et 400 mM. 

25 22. Procede selon la revendication 19, caracterise en ce qu'on utilise du 

carraghenane kappa ou iota qui se gelifie respectivement en presence d'ions potas- 
sium ou calcium ; on dissout le carraghenane a froid, a pH neutre ou alcalin dans 
des concentrations comprises entre 0,1 et 5 % (p/v), on eleve la temperature autour 
de 80*C et on realise une emulsion par dispersion dans un liquide hydrophobe ; on 

30 provoque ensuite la gelification des gouttelettes par addition d'une solution 
alcoolique contenant des ions potassium ou calcium selon que la solution aqueuse 
contienne du carraghenane kappa ou iota. 

23. Procede scion la revendication 19, caract6ris6 en ce qu'on utilise 
comme polysaccharide une pectine faiblement methy!6e qui forme des solutions 

35 geliGables en presence d'ions calcium ; la solution de pectine 6tant realis6e a une 
concentration comprise entre 0,1 et 10 % (p/v) h froid, a pH neutre, puis on realise 
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une Imulsion par dispersion dans un liquide hydrophobe, puis on rajoute enfin des 
ions calcium sous forme d'une solution alcoolique de chlorure de calcium. 

24, Procede selon la revendication 19, caracterise en ce qu'on utilise 
comme polysaccharide une solution d'alginate de sodium a 1 a 5 % (p/v). 
5 25. Composition telle qu f une composition cosmetique ou une compo- 

sition pharmaceutique ou une composition alimentaire, caractfirisde en ce qu'elle 
comprend des micropaiticules, en particulier des microcapsules, telles qu'obtenues 
par le procede selon Tune quelconque des revendications 1 k 24 pr£cit£es. 
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